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@) POLYAMINOACIDES FONCTiONNALISES PAR AU MOINS UN GROUPEMENT HYDROPHOBES ET LEURS 
APPLICATIONS NOTAMMENT THERAPEUTIQUES. 



\M) La presente invention concerne des nouveaux rnate- 
riaux a base de polyaminoacides biodegradables, utiles no- 
tamment pour la vectorisation de principe(s) actif(s) (PA). Le 
but de Pinvention est de fournir une nouvelle matiere pre- 
miere poiymere, susceptible d'etre utilis6e pour la vectorisa- 
tion de PA et permettant de satisfaire de maniere optimale 
k toutes les specifications du cahier des charges: biocom- 
patibilite, biodegradabilite, aptitude a s'associer facilement 
avec de nombreux principes actifs ou £ les solubiliser, et a 
liberer ces principes actifs in vivo. Selon le taux de greffage 
de ces groupements hydrophobes, ces polymfcres sont aus- 
si aptes a se transformer aisement et economiquement en 
particules de vectorisation de principes actifs, ces particules 
etant elles meme propres & former des suspensions colloi- 
dales aqueuses stables. 

Ce but est atteint par la presente invention qui concerne 
tout d'abord des polyaminoacides amphiphiles comprenant 
des unites aspartique et/ou des unites glutamiques, porteu- 
ses de greffons comportant au moins un motif hydrophobe 
et relies aux unites aspartique et/ou glutamiques par I'inter- 
mediaire d'une rotule contenant deux fonctions amides, et 
plus precisement via un "espaceur" de type lysine ou orni- 
thine. Ces fonctions amides assurent une meilleure stabilite 



£ Thydrolyse que les produits analogues de Tart anterieur. 
L'invention vise aussi de nouvelles compositions pharma- 
ceutiques, cosmetiques, dietetiques ou phytosanitaires & 
base de ces polyaminoacides. 
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POLYAMINOACIDES FONCTIONNALISES PAR AU MOINS UN 
GROUPEMENT HYDROPHOBE ET LEURS APPLICATIONS NOTAMMENT 

THERAPEUTIQUES 

5 La presente invention concerne des nouveaux materiaux a base de 

polyaminoacides biodegradables, utiles notamment pour la vectorisation de principe(s) 
actios) (PA). 

L'invention vise aussi de nouvelles compositions pharmaceutiques, cosmetiques, 
di&etiques ou phytosanitaires a base de ces polyaminoacides. Ces compositions peuvent 

10 etre du type de celles permettant la vectorisation de PA et se pr£sentant de preference sous 
forme d'emulsions, de micelles, de particules, de gels, d'implants ou de films. 

Les PA consideres sont, avantageusement, des composes biologiquement actifs et 
qui peuvent etre administr^s & un organisme animal ou humain par voie orale, parenterale, 
nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intra-musculaire, intradermique, 

1 5 intraperitoneale, intrac£r£brale, buccale, etc. 

Les PA plus particulierement mais non limitativement concern^ par Tinvention sont des 
proteines, des glycoproteins, des peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, 
des oligo ou des polynucleotides, et des molecules organiques. Mais il peut aussi s'agir de 
produits cosmetiques ou de produits phytosanitaires, tels que des herbicides, des 

20 insecticides, des fongicides, etc. 

Dans le domaine de la vectorisation des principes actifs notamment 
m£dicamenteux, il existe un besoin, dans beaucoup de cas : 

• de les proteger contre la degradation (hydrolyse, precipitation sur site, 
25 digestion enzymatique etc..) jusqu'a ce qu'ils atteignent leur site d'action, 

• et/ou de contrdler leur vitesse de liberation afin de maintenir un niveau 
constant sur une duree definie, soit 

• et/ou de vehiculer (en les protegeant) au site d'action. 



30 A ces fins, plusieurs types de polymeres ont ete etudies et certains sont meme 

disponibles commercialement. On peut citer par exemple les polymeres du type 
polylactique, polylactique-glycolique, polyoxyethylene-oxypropyl&ne, polyaminoacide ou 
encore polysaccharide. Ces polymeres constituent des matures premieres permettant de 
fabriquer, par exemple, des implants massiques, des microparticules, des nanoparticules, 

35 des v&icules, des micelles ou des gels. Outre le fait que ces polymeres doivent etre 
adaptes a la fabrication de tels syst&nes, ils doivent egalement etre biocompatibles, non- 
toxiques, non-immunog^nes, ^conomiques et ils doivent pouvoir etre facilement eiimines 
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du corps et/ou bicxtegradables. Sur ce dernier aspect, il est de surcroit essentiel que la 
biod6gradation dans Torganisme genere des produits non toxiques. 

A titre d'illustration de Tart anterieur concernant des polymeres employes comme 
5 matieres premieres pour la realisation de systemes de vectorisation de PA, divers brevets 
ou demandes de brevet ou articles scientifiques sont 6voques ci-apr6s. 

Le brevet US 4,652,441 decrit des microcapsules de polylactide encapsulant 
Thormone LH-RH. Ces microcapsules sont produites en pnJparant une Emulsion eau-dans- 
10 huile-dans-eau et comprennent une couche interne aqueuse contenant Thormone, une 
substance (gelatine) fixant cette derntere, une couche huileuse de polylactide, ainsi qu'une 
couche externe aqueuse (Alcool polyvinylique). La liberation du PA peut se faire sur une 
periode de plus de deux semaines apres injection sous-cutan£e. 

15 Le brevet US 6,153,193 decrit des compositions a base de micelles de 

poly(oxyethylene)-poly(oxypropytene) amphiphiles, pour la vectorisation d'anti-canc^reux 
tel que Tadriamycine. 

Akiyoshi et al. (J. Controlled Release 1998, 54, 313-320) decrivent des pullulans 
20 qui sont rendus hydrophobes par greffage de cholesterol et qui forment des nanoparticules 
dans l'eau. Ces nanoparticules aptes h se complexer de maniere reversible avec l'insuline, 
forment des suspensions colloi'dales stables. 

Le brevet US 4,35 1,337 decrit des copolyaminoacides amphiphiles, & base de 
25 leucine et de glutamate, utilisables sous forme d'implants ou de microparticules pour la 
liberation contrdiee de principes actifs. La liberation de ces derniers peut se faire sur une 
dur£e tres longue dependant de la vitesse de degradation du polymere. 

Le brevet US 4,888,398 decrit des polymeres a base de polyglutamate ou 
30 polyaspartate, et eventuellement polyleucine, avec des groupements pendants de type 
alkyloxycarbonylmethyle, places de fa9on aieatoire sur la chaine polyaminoacide. Ces 
polyaminoacides, greffes par des groupements lateraux e.g. methoxycarbonylm6thyle, sont 
utilisables sous forme d'implants biodegradables contenant un PA a liberation prolongee. 

35 Le brevet US 5,904,936 decrit des nanoparticules obtenues k partir d f un polymere 

bloc polyleucine-polyglutamate, aptes ^ former des suspensions colloidales stables et 
capables de s f associer spontanement avec des proteines biologiquement actives sans les 



2843117 



3 

denaturer. Ces dernifcres peuvent ensuite etre liberies in vivo de mantere controls, sur 
une longue periode. 

5 Le brevet US 5,449,513 decrit des copolymeres bloc amphiphiles comprenant un 

bloc polyoxyethytene et un bloc polyaminoacide, par exemple poly(beta-benzyl-L- 
aspartate). Ces polymeres polyoxyethytene-polybenzylaspartate forment des micelles qui 
sont aptes a encapsuler des molecules actives hydrophobes telles que l'adryamicine ou 
rindom&hacine. 

10 

La demande de brevet WO 99/61512 decrit des polylysines et des polyornithines 
fonctionnalisees par un groupe hydrophobe (acide palmitique relte & la polylysine ou 
ornithine) et un groupe hydrophile (polyoxyethylene). Ces polymeres, par exemple la 
polylysine greffce avec des chaines polyoxyethylene et palmitoyle forment en presence de 
15 cholesterol des v&icules capables d f encapsuler la doxorubicin ou TADN. Ces polymeres 
a base de polylysines sont cationiques en milieu physiologique. 

La demande de brevet WO 00/30618, de la demanderesse, decrit des polymeres blocs ou 
ateatoires poly(glutamate de sodium)(polyglutamate de methyle, d'ethyle, d'hexa-d£cyle 
20 ou de dodecyle), aptes k former des suspensions colloi'dales stables et capables de 
s'associer spontan^ment avec des proteines biologiquement actives sans les denaturer. Ces 
demises peuvent ensuite etre liberies in vivo de maniere controls, sur une longue 
periode. Ces copolyaminoacides amphiphiles sont modifies par la presence d'une chaine 
laterale alkyle hydrophobe. Ces groupements alkyles sont greffes de fa9on covalente sur le 
25 polymere via une fonction ester, qui r6sulte de la reaction d r un alcool ou d'un iodoalcane, 
pr£curseur du greffon alcool, avec la fonction carboxylique de l'unite glutamique. Ces 
polymeres sont anioniques en milieu physiologique. 
lis restent perfectibles k au moins deux Sgards, selon Papplication visee : 
<=> la stabilite relative de la fonction ester dans un milieu aqueux, 
30 <=> et la mise en oeuvre comme pr6curseurs de greffons alkyles hydrophobes, de 

certains alcools non naturels tels que l'hexanol. Ce dernier aspect est notamment 
problematique en terme de toxicity si la quantite de polymere comportant des 
residus de tels alcools devient importante. 

35 Ainsi, meme s'il existe de tits nombreuses solutions techniques dans l'art anterieur, 

d£veloppees et proposees pour la vectorisation des principes actifs m^dicamenteux, la 
reponse a l'ensemble des exigences est difficile a obtenir et demeure insatisfaisante. 
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Dans ce contexte, Tun des objectifs essentiels de la presente invention est de 
fournir une nouvelle sous famille de polymeres (de preference anioniques) k base de 
polyglutamate et polyaspartate, qui represented un perfectionnement par rapport k ceux 
d&rits dans la demande de brevet WO-A-00/30618. 

5 

Un autre objectif essentiel de la pr&ente invention est que ces polymfcres 
perfectionnes soient susceptibles d'etre utilises pour la vectorisation de PA et permettent 
de satisfaire de mantere optimale a toutes les spdcifications du cahier des charges : 
o biocompatibilite, 
10 o biodegradabilte, 

o stabilite a 1'hydrolyse, 

o ces polymeres etant eux-meme propres : 

■ a former aisement et 6conomiquement des suspensions 
colloi'dales aqueuses stables, 

15 "a s'associer facilement avec de nombreux principes actifs, 

■ et a liberer ces principes actifs in vivo. 

Cet objectif, parmi d'autres, est atteint par la pr6sente invention qui concerne tout d'abord 
un polyaminoacide amphiphile comprenant des unites aspartiques et/ou des unites 
20 glutamiques, porteuses de greffons comportant chacun au moins un motif hydrophobe, 
caract&is£ en ce qu'au moins une partie de ces greffons hydrophobes sont life aux unites 
aspartiques et/ou glutamiques, chacun par Tintermediaire d'un "espaceur" implique dans 
et/ou comprenant au moins deux liaisons amides. 

25 Selon l'invention, on selectionne un motif hydrophobe issu d'un acide ou de Tun 

de ses derives, de preference un acide gras naturel, puis on greffe cet acide hydrophobe sur 
le polymere via un "espaceur" de preference k base de lysine ou d'ornithine. Les deux 
liaisons impliqu^es dans le greffage du groupement hydrophobe sont des amides (de la 
meme nature que les liaisons peptidiques du polyaminoacide). Le concept inventif repose 

30 done en partie sur Tutilisation d'acides hydrophobes comme pr£curseurs des greffons, au 
lieu des alcools ou des iodoalkyles connus, ce qui permet d'obtenir des polymeres bien 
plus stables en milieu aqueux. 

Ces nouveaux polymeres ont un squelette biodegradable a base de polyaminoacide 
35 porteur de chaines lat&ales comprenant un motif hydrophobe. Ces polymeres pr6sentent 
des proprtetes dissociation et/ou d' encapsulation surprenantes en comparaison avec des 
produits analogues et de plus, ils sont facilement degrades en presence d'enzymes. 
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II est du merite de la demanderesse d'avoir eu Pidee de combiner, de fa9on tout a 
fait judicieuse et avantageuse, des polyaminoacides particuliers poly Asp et/ou polyGlu, 
bioddgradables et anioniques avec des greffons comportant au moins un motif hydrophobe 
issu d'un acide et relies au squelette poly Asp et/ou polyGlu par une rotule comprenant au 
5 moins deux liaisons amide, et plus precisement un "espaceur" a base de lysine (encore 
plus prSferablement de la L-Lysine) ou d'ornithine. 

Ces nouveaux (co)polymeres se sont av£r6s etre particulierement bien adaptes pour 
la vectorisation de PA, 

10 Au sens de P invention le terme « polyaminoacides couvre aussi bien les 

oligoaminoacides comprenant de 2 k 20 unites aminoacide que les polyaminoacides 
comprenant plus de 20 unites aminoacide. 

De preference, les polyaminoacides selon la pr£sente invention sont des oligomeres 
15 ou des homopolym&res comprenant des unites r&urrentes aminoacide glutamique ou 
aspartique ou des copolymeres comprenant un melange de ces deux types d'unit£s 
aminoacide. Les unites consid&ees dans ces polymeres sont des acides amines ayant la 
configuration D, L ou D, L et sont liees par leurs positions alpha ou gamma pour Punite 
glutamate ou glutamique et alpha ou beta pour Punite aspartique ou aspartate. 

20 

Les unites aminoacide pr£fer£es sont celles ayant la configuration L et une liaison 
de type alpha. 

De mantere plus preferee encore, les polyaminoacides selon Pinvention r^pondent 
25 k la formule g£n£rale (I) suivante : 




(I) 

30 

dans laquelle : 

■ R 1 repr&ente un H, un alkyle lineaire en C2 a C10 ou ramify en C3 a 
C10, benzyle, une unite acide amin£ terminale; 
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■ R 2 represente un H, un groupe acyle linSaire en C2 a CIO ou ramifie en 
C3 a CI 0, ou un pyroglutamate; 

■ R 3 est un H ou une entite cationique, de preference selectionn6e dans le 
groupe comprenant : 

- les cations m&alliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations a base d'amine, 

• les cations & base d'oligoamine, 

• les cations k base de polyamine (la polyethyleneimine etant 
particulierement preftree), 

• les cations a base d'acide(s) amin6(s) avantageusement choisis 
dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 
d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou roligolysine; 

■ les n groupements B represented chacun independamment les uns des 
autres un radical monovalent de formule suivante : 



H 




R 5 

(B) 

dans laquelle : 

- R 4 represente independamment un groupement choisi dans la liste donn6e 
pour R 3 , un alkyle lin£aire en CI a C6, un alkyle ramify en C3 k C8 ou un 
benzyle; 

- R 5 represente independamment un groupement choisi parmi des derives 
d'acides tels que ceux issus (i) d'alkyles satures ou insatures, lineaires en 
C2 k C24 ou ramifies en C4 a C24 (ii) d'aryles, d'aralkyles ou 
d'alkylaryles en C7aC24; 
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■ A repr£sente inctependamment un -CH 2 - (unite aspartique) ou -CH2-CH2- 
(unite glutamique); 

■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et varie de 0,5 a 
100%moiaire; 

5 ■ n + m varie de 3 a 1000, de preference entre 30 et 300; 

■ 1 est egale a 1 ("espaceur" ornithine) ou 2 ("espaceur" lysine). 

De fa9on g&ierale, les radicaux -R 5 prefers sont des acyles issus d'acides gras 
naturels de preference choisi dans le groupe comprenant l'acide palmitique, l'acide 
10 stearique, l'acide oleique et l'acide linoleique. 

Selon un premier mode de realisation de Tinvention, les polyaminoacides sont des 
homopolymeres d'alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-glutamique. 

15 Selon un deuxieme mode de realisation de Tinvention, les polyaminoacides sont 

des homopolymeres d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

Selon un troisi^me mode de realisation de Tinvention, les polyaminoacides sont des 
copolymeres d'alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-aspartique/alpha-L- 
20 glutamique. 

Avantageusement, la distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques 
porteuses de greffons comportant au moins un motif hydrophobe est telle que les 
polym£res ainsi constituds sont soit ateatoires, soit de type bloc, soit de type multibloc. 

25 

Selon un autre mode de d6finition, les polyaminoacides selon Tinvention ont une 
masse molaire qui se situe entre 2000 et 100.000 g/mole, et de preference entre 5000 et 
40.000 g/mole. 

30 II est par ailleurs preferable que le taux de greffage molaire en motif hydrophobe 

des polyaminoacides selon Tinvention, soit compris entre 2 et 50 %, et de preference entre 
Set 20%. 

De mani&re remarquable, les polyaminoacides de Tinvention sont susceptibles 
35 d'etre utilises de plusieurs fa^ons selon le taux de greffage. Les methodes de mise en 
forme d'un polymere pour Tencapsulation d'un principe actif sous les diverses formes 
vistes par Tinvention sont connues de Thomme de Tart. Pour plus de details, on peut se 
r£ftrer, par exemple k ces quelques references particulierement pertinentes : 
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"Microspheres, Microcapsules and Liposomes ; vol L Preparation and chemical 
applications" Ed. R. Arshady, Citus Books 1999. ISBN : 0-9532187-1-6. 
"Sustained-Release Injectable Products" Ed. J. Senior et M. Radomsky, 
Interpharm Press 2000. ISBN : 1-57491-101-5. 
5 "Colloidal Drug Delivery Systems" Ed. J. Kreuter, Marcel Dekker, Inc. 1994. 

ISBN: 0-8247-9214-9. 

"Handbook of Pharmaceutical Controlled Release Technology" Ed. D.L. Wise, 
Marcel Dekker, Inc. 2000. ISBN : 0-8247-0369-3. 

10 Les polyaminoacides sont en outre extremement interessants, du fait qu'& un taux 

de greffage relativement faible de l'ordre de 3 a 10 %, ils se dispersent dans l'eau & pH 7,4 
(par exemple avec un tampon phosphate) pour donner des solutions ou des suspensions 
colloYdales ou des gels, en fonction de la concentration de polym&es et du taux de 
greffage. De plus, les polyaminoacides (sous forme de particules ou non), peuvent 

15 encapsuler ou s'associer aisement avec des principes actifs tels que des proteines, peptides 
ou petites molecules.La mise en forme pr6feree est celle decrite dans la demande de brevet 
WO 00/30618 de la demanderesse et qui consiste a disperser le polymere dans l'eau et 
d'incuber la solution en presence d'un PA. Cette solution peut ensuite etre filtree sous 
0,2 \xm puis directement inject^e a un patient. 

20 

Au-dela de 10 % de taux de greffage, le polymere peut former des microparticules 
capables d'associer ou d'encapsuler des PA. Dans ce contexte, la mise en forme des 
microparticules peut se faire en co-solubilisant le PA et le polymere dans un solvant 
organique approprte puis le melange precipite dans l'eau. Les particules sont ensuite 
25 r£cup£r£es par filtration et peuvent ensuite etre utilisees pour une administration par voie 
orale (sous forme de g£lule, sous forme compacts et/ou enrobee ou bien encore sous 
forme dispersee dans une huile) ou par voie parentfrale apr£s redispersion dans l'eau. 

A des taux superieurs a 30 % de greffage, la redispersion du polymere en phase 
30 aqueuse devient plus difficile du fait de la quantite plus faible des fonctions carboxylate 
ionisables et le polymere precipite. Dans ce cas, le polymere peut etre solubilis6 dans un 
solvant biocompatible tel que la N-methylpyrrolidone ou une huile appropriee telle que le 
Mygliol® puis injecte en intramusculaire ou sous-cutan6e ou dans une tumeur. La 
diffusion du solvant ou de l'huile conduit a la precipitation du polymere sur le site 
35 d'injection et forme ainsi un depot. Ces depots assurent ensuite une liberation controiee 
par diffusion et/ou par erosion et/ou par degradation hydrolytique ou enzymatique du 
polymere. 
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De fa?on generate, les polymeres de l'invention, sous forme neutre ou ionisee, sont 
utilisables seuls ou dans une composition liquide, solide ou gel et dans un milieu aqueux 
ou organique. 

5 II convient de comprendre que le polymere a base de polyaminoacides contient des 

fonctions carboxyliques qui sont soit neutres (forme COOH), soit ionisees selon le pH et 
la composition. Pour cette raison, la solubilite dans une phase aqueuse est directement 
fonction du taux de COOH libre du polymere (non greffiS par le motif hydrophobe) et ceux 
de Tespaceur" (COOR 4 avec R egale H) et du pH. En solution aqueuse, le contre-cation 
10 peut etre un cation metallique tel que le sodium, le calcium ou le magnesium, ou un cation 
organique tel que la triethanolamine, la tris(hydroxym£thyl)-aminomethane ou une 
polyamine tel que la polyethyleneimine. 

Les polymeres de l'invention sont obtenus par des methodes connues de l'homme 
15 de Tart. Les polyaminoacides peuvent etre obtenus par greffage de "Vespaceur" lysine ou 
ornithine, prealablement fonctionnalis£ sur une des extremites aminees par un groupement 
hydrophobe. 

On prepare par exemple un polyaminoacide, homopolyglutamate, homopoly- 
20 aspartate ou un copolymere glutamate/aspartate, bloc, multibloc ou ateatoire selon des 
m&hodes classiques. 

Pour l'obtention de polyaminoacide de type alpha, la technique la plus courante est bas6e 
sur la polymerisation d'anhydrides de N-carboxy-aminoacides (NCA), decrites, par 

25 exemple, dans ['article "Biopolymers, 1976, 15, 1869 et dans l'ouvrage de H.R. Kricheldorf 
"alpha-Aminoacid-N-carboxy Anhydride and related Heterocycles" Springer Verlag 
(1987). Les derives d'NCA sont de preference des d6riv6s NCA-O-Me, NCA-O-Et ou 
NCA-O-Bz (Me = Methyle, Et = Ethyle et Bz = Benzyle). Les polymeres sont ensuite 
hydrolyses dans des conditions appropriees pour obtenir le polymere sous sa forme acide. 

30 Ces methodes sont inspirees de la description donn£e dans le brevet FR 2 801 226 de la 
demanderesse. Un certain nombre de polymeres utilisables selon l'invention, par exemple, 
de type poly(alpha-L-aspartique), poly(alpha-L-glutamique), poly(alpha-D-glutamique) et 
poly(gamma-L-glutamique) de masses variables sont disponibles commercialement. Le 
polyaspartique de type alpha-b^ta est obtenu par condensation de Tacide aspartique (pour 

35 obtenir un polysuccinimide) suivie d'une hydrolyse basique (voir Tomida et al. Polymer 
1997,38, 4733-36). 
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Le greffon hydrophobe ayant une fonction amine peut etre pr6par£ selon Tune des voies 
proposees ci dessous. A titre d'exemple, "I'espaceur" de type lysine est celui retenu pour 
illustrer la voie d'obtention. 



COOH 

.HCI 



R 4 OH 



ZOOR A 



H 2 N 



RcCOX 



300R 4 



NH, 



,xCOR 5 



. 2HCI 



Voie 1 .fonctionnalisation de la lysine en position epsilon 




Voie 2 . fonctionnalisation de la lysine en position alpha 



15 Dans ces schemas, X est un groupement partant tel qu'un halog&iure ou un N- 
hydroxysuccinimide et P un groupement protecteur d'amine telle que le N- 
benzyloxycarbonyle (Cbz) ou t-Boc. Pour une description de methode generate ou 
complementaire, on peut citer les deux references suivantes : US-B- 4,126,628 et Volgler 
etal Helv. Chim. Acta. 1964, 47, 526-544. 

20 

Le couplage de l'amine ainsi obtenue avec une fonction acide du polym£re est realise 
aisement par reaction du polyaminoacide en presence d'un carbodiimide comme agent de 
couplage et optionnellement, un catalyseur tel que le 4-dimethylaminopyridine et dans un 
solvant approprie tel que la dim6thylformamide (DMF), la N-m&hyl pyrolidone (NMP) 
25 ou la dimethylsulfoxide (DMSO). Le carbodiimide est par exemple, le 
dicyclohexylcarbodiimide ou le diisopropylcarbodiimide. Le taux de greffage est control^ 
chimiquement par la stcechiometrie des constituants et rSactifs ou le temps de reaction. 

Selon un autre de ses aspects, Tinvention vise une composition pharmaceutique, 
30 cosm&ique, dietetique ou phytosanitaire comprenant au moins un polyaminoacide tel que 
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defini ci-dessus et eventuellement au moins un principe actif, qui peut etre therapeutique, 
cosm&ique, dietetique ou phytosanitaire. 

De preference, le principe actif est une proteine, une glycoprotein, une proline 
5 liee k une ou plusieurs chaines polyalkyleneglycol {de preference PolyEthyleneGlycol 
(PEG) : "proteine-PEGylte"}, un polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, 
un polynucleotide ou un peptide. 

Plus pr£f£rentiellement encore, le principe actif est une petite molecule organique 
1 0 hydrophobe, hydrophile ou amphiphile. 

Cette composition peut etre sous forme de nanoparticules, de microparticules, 
d'emulsions, de gels, de micelles, d'implants, de poudres ou de films. 

15 Suivant l'une de ses formes particulierement prefer^es, la composition, chargee ou 

non en principe actif(s), est une suspension colloldale stable de nanoparticules et/ou de 
microparticules et/ou de micelles de polyaminoacides, dans une phase aqueuse. 

La composition selon l'invention, des lors qu'elle est pharmaceutique, peut etre 
20 administr^e par voie orale, parenteral, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intravei- 
neuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou buccale. 

II est egalement envisageable que la composition soit sous forme de solution dans 
un solvant biocompatible, susceptible d'etre injectee en sous-cutan6, intramusculaire ou 
25 dans une tumeur. 

Selon une autre variante, la composition selon Tinvention est formulae de telle 
sorte qu'elle soit apte a former un depot sur le site d'injection. 

30 L'invention vise aussi des compositions qui comprennent des polyaminoacides 

selon l'invention et des PA et qui sont susceptibles d'etre utilisees pour la preparation : 

• de medicaments, en particulier pour administration orale, nasale, vaginale, 
oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneal ou intracerebrale, les principes actifs de ces medicaments 
35 pouvant Stre, notamment, des proteines, des glycoproteins, des proteines 

liees & une ou plusieurs chaines polyalkyleneglycol {par exemple 
PolyEthyleneGlycol (PEG), on parte alors de proteines "PEGylees"}, des 
peptides, des polysaccharides, des liposaccharides, des oligonucleotides, 
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des polynucleotides et des petites molecules organiques hydrophobes, 
hydrophiles ou amphiphiles ; 

• et/ou des nutriments, 

• et/ou de produits cosm&iques ou phytosanitaires. 

5 

Cette preparation est caracterisee en ce qu'elle consiste essentiellement k mettre en oeuvre 
au moins Fun des polyaminoacides selon invention, tels qu'ils sont definis ci-dessus, et/ou 
la composition egalement decrite supra. 

10 Comme indique ci-dessus, les techniques dissociation d'un ou de plusieurs PA aux 

polyaminoacides greffes selon 1'invention, sont d^crites notamment dans la demande de 
brevet WO 00/30618. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement therapeutique 
15 consistant essentiellement a administrer la composition telle que decrite dans le present 
expose, par voie orale, parenteral, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intraperitoneal, intracerebrale ou buccale. 

L'invention concerne en outre une methode de traitement therapeutique consistant 
20 essentiellement a une composition telle que decrite supra sous forme de solution dans un 
solvant biocompatible puis de l'injecter en sous-cutane, intramusculaire ou dans une 
tumeur, de preference de manure & ce qu'elle forme un d£p6t sur le site d'injection. 

Comme exemples de PA susceptibles d'etre associes aux polyaminoacides selon 
25 l'invention, qu'ils soient ou non sous forme de (nano ou micro)particules, on peut citer : 

o les protdines telles que l'insuline, les interferons, les hormones de 

croissance, les interleukines, rerythropoietine ou les cytokines; 
o les peptides telles que la leuprolide ou la cyclosporine ; 
o les petites molecules telles que celles appartenant k la famille des 
30 anthracyclines, des taxoi'des ou des camptothecines ; 

o et leurs melanges. 

L'invention sera mieux comprise et ses avantages et variantes de mise en oeuvre 
35 ressortiront bien des exemples qui suivent et qui decrivent la synthase des 
polyaminoacides greffes par un groupement hydrophobe, leur transformation en systeme 
de vectorisation de PA (suspension colloi'dale aqueuse stable) et la demonstration de la 
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capacity d'un tel systeme de s'associer k des PA (petites molecules organiques, 
prolines. . .) pour former des compositions pharmaceutiques. 

Exemple 1 : Preparation du polymere PI 
5 Synthese d'un pofyglutamate greffi avec de Vacide palmitique via un "espaceur" lysine. 

1/ Synthase du greffon hydrophobe (LysCi6) 



On ajoute 1 1,9 g de chlorure de thionyle a froid sur le chlorydrate de la L-lysine (1 1 g) 
dans 100 ml d'ethanol et on laisse 3h a reflux. Apr£s Evaporation de l'exces de chlorure de 
thionyle et d'ethanol, le produit est lave par de Theptane puis seche sous vide. On obtient 
14,8 g de bischlorhydrate de lysine dont la fonction acide est esteriftee par l'&hanol. On 

15 fait reagir ce produit (4,9 g) avec 7 g du derive N-hydroxy-succinimide de Pacide 
palmitique (Rn Cas 14464-31-4, disponible de Sigma) dans un melange acetone/eau (80 + 
40 ml respectivement), en presence de 7 g de triethylamine. Apres une nuit a temperature 
ambiante, on precipite le produit par ajout d'acide chlorhydrique IN. Apvts une 
purification par passage sur une colonne de silice, on recupere 3,3 g du produit souhaite. 

20 Sa structure est confirmee par spectroscopic RMN. 

21 Synthese du polymere 

On solubilise 4 g d'un alpha-L-polyglutamate (de masse equivalente k environ 10.000 par 
rapport k un standard en polyoxy&hytene et obtenue par polymerisation de monom&res 

25 constitu^s par des derives N-CarboxyAnhydride de glutamate de methyle : NCAGluOMe. 
Cette polymerisation est suivie d'une hydrolyse comme decrits dans la demande de 
brevet FR 2 801 226) dans 80 ml de DiMethylFormamide (DMF) en chauffant a 40°C 
pendant 2 heures. Une fois le polymere solubilise, on laisse revenir la temperature h 25 °C 
et on ajoute successivement 1,025 g du greffon hydrophobe LysC16 prealablement 

30 solubilise dans 6 ml de DMF, 0,06 g de 4-dimethylaminopyridine prealablement solubilise 
dans 6 ml de DMF et 0,37 g de diisopropylcarbodiimide prealablement solubilise dans 
6 ml de DMF. Apres 8 heures k 25 °C sous agitation, le milieu reactionnel est verse dans 
800 ml d'eau contenant 15 % de chlorure de sodium et d'acide chlorhydrique (pH 2). Le 
polymere precipite est ensuite recupere par filtration, lave par de Tacide chlorhydrique 

35 0,1 N puis par de l'eau. Le polymere est ensuite solubilise dans 75 ml de DMF puis 
precipite dans de l'eau contenant comme precedemment du sel et de Tacide k pH 2. Apres 




H 
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deux lavages a 1'eau, on lave plusieurs fois par de Tether diisopropylique. Le polym&re est 
ensuite seche a l'etuve sous vide k 40 °C. On obtient un rendement de l'ordre de 95 %. 
Le taux de greffage estim£ par RMN du proton est d'environ 8,1 %. 

5 Exemple 2 : Preparation du polymere P2 

On prepare le polymere P2 dans les memes conditions que celles utilisees pour le 
polymere PI sauf que le taux de greffage est diminu£. 

Le tableau ci-dessous rassemble les caracteristiques des deux polym£res. 

10 

Tableau 1 



Polymire 


Greffon 


Taux de 
greffage 


Mn* g/mole 
(equiv. 
PMMA) 




PI 


LysCi 6 


8,1 % 


17800 


P2 


LysCi6 


4,9% 


15900 



* Mn : masse molaire en nombre. 
15 Dans tous les cas, la quantite de lysine-C^ effectivement greffee a ete confirmee par 
RMN. 

Exemple 3 : Analyse des polymfcres en solution aqueuse 

Les polymeres sont mis en solution dans un tampon phosphate saline a pH 7,4 a une 
20 concentration de 10 h 40 mg/ml et on ajuste le pH k 7,4 par ajout de soude h 0,1 N. On 
observe visuellement la solubilisation. 



Tableau 2 : solubilite dans l'eau saline a pH 7,4 



Polymire 


Taux de greffage 


Concentration 


Aspect 


PI 


8,1 % 


10 mg/ml 


Soluble et limpide 


P2 


4,9% 


10 mg/ml 


Soluble et limpide 



25 

Tampon phosphate : 0,01 M phosphate, 0,0027 M KC1 et 0.137M NaCl. 
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Une analyse des solutions & environ 1 mg/ml par diffraction de lumiere (488 nm) rev&le la 
presence d'objets nanom&riques de Tordre de 100 nm pour le polymere PI et l'absence 
d'objets pour le polymere P2 (absence de diffraction de la lumiere). 

5 Exemple 4 : Stability aqueuse du polymere PI 

Pour cette etude, le polymere PI a et£ compart avec im polymere analogue ayant une 
chame hexadecanol greffe sur un polyglutamate via une fonction ester (polymere CI ; taux 
de greffage de 9,5 % molaire). La synthase de ce type de polymere analogue est d&rite 
dans le brevet WO-A-00 30618. 

10 

Dans cette etude, des conditions «acc61erees» ont 6t€ mises en oeuvre : les deux 
polymeres ont ete places a une concentration de 30 g/L, k un pH de 10 et k 60°C, pendant 
5 jours. Les polym&res sont ensuite analyses par RMN aprds precipitation prealable par 
HC1 IN et lavages par de Tether diisopropylique. Les resultats sont donnes dans le tableau 
15 3ci-dessous. 



Tableau 3 



Polymere 


Taux de greffage t = 0 


Taux de greffage t = 5 j 


PI 


8,1 % 


8,1 % 


CI* 


9,5 % 


4,3 % 



20 * WO-A-0030618 

Ces resultats montrent clairement que le polymere PI conserve Tint^gralite de ses 
groupements hydrophobes Lys-Ci6 dans des conditions dlev6es de pH et de temperature. En 
revanche, son analogue en Ci6 subit une perte de plus de 50 % de ces groupements alkyles 
25 hydrophobes. 

Exemple 5 : Adsorption d'un colorant sur le polymere PI et P2 

Selon Tun des objets de l'invention, les polym&res peuvent etre utilises dans l'eau et 
30 associes ou encapsuler un principe actif (sous forme de suspension colloi'dale ou non). 
Pour cette application, il est demontre dans l'exp£rience ci-apr6s que les polym&res PI et 
P2 sont capables d'associer ou encapsuler un colorant modele. 
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L'&ude est realist de la fafon suivante : on solubilise les polymfres dans une solution 
aqueuse a pH 7 (tampon phosphate) et on ajoute 5 mg du colorant d&iomme "Orange OT" 
(Rn CAS : 2646-17-5). On laisse les solutions dans un bain d'ultrason pendant une heure 
pour rSaliser Tassociation. Les solutions sont ensuite centrifugees pour eliminer le colorant 
5 non assocte et on mesure la densite optique (DO) au X,max du colorant (495 nm), apr6s 
dilution. 

Tableau 4 



Polymere 


Taux de greffage 


Concentration polym&re 


DO induite 


PI 


8,1 % molaire 


13 mg/ml 


0,15 


P2 


4,9 % molaire 


20 mg/ml 


0,25 


Polyglutamate 


0 % molaire 


25 mg/ml 


0,016 



10 

15 Exemple 6 : Association des polym&res avec I'insuline 

On prepare une solution aqueuse contenant 10 mg de polymere par millilitre k pH 7,4 et 
200 UI d'insuline (7,4 mg). On laisse incuber les solutions pendant deux heures k 
temperature ambiante et on separe I'insuline libre de I'insuline assoctee par ultrafiltration 
20 (seuil a 100 KDa, 15 minutes sous 10000G a 18 °C). L'insuline libre recuperet dans le 
filtrat est ensuite dos£e par CLHP (Chromatographic Liquide Haute Performance) et Ton 
deduit la quantity d'insuline associee. 

Les r&ultats demontrent que les deux polym^res PI et P2 sont capables d'associer 
25 rinsuline & un taux superieur a 190 IU (7,2 mg) pour 10 mg de polymere. 
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REVINDICATIONS 

1. Polyaminoacide comprenant des unites aspartiques et/ou des unites glutamiques, 
porteuses de greffons comportant chacun au moins un motif hydrophobe, caract6ris6 en ce 

5 qu'au moins une partie de ces greffons hydrophobes sont li£s aux unites aspartiques et/ou 
glutamiques, chacun par l f interm6diaire d'un "espaceur" impliqu£ dans et/ou comprenant 
au moins deux liaisons amides. 

2. Polyaminoacide selon la revendication 1, caracteris£ en ce que Tespaceur" est du 
1 0 type lysine ou ornithine. 

3. Polyaminoacide selon la revendication 1 ou 2, caracteris£ par la formule g£n£rale 
(I) suivante : 




15 

a) 

dans laquelle : 

■ R ! represente un H, un alkyle lineaire en C2 a CIO ou ramifie en C3 k 
20 CIO, benzyle, une unite acide amine terminale; 

■ R 2 represente un H, un groupe acyle lineaire en C2 k CIO ou ramifie en 
C3 a CIO, ou un pyroglutamate; 

■ R 3 est un H ou une entity cationique, de preference selectionnee dans le 
groupe comprenant : 

25 - les cations metalliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 

comprenant : le sodium, le potassium le calcium, le magnesium, 
- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations a base d'amine, 

30 • les cations k base d'oligoamine, 

• les cations & base de polyamine (la polyethyleneimine etant 
particulterement pr6fer6e), 
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• les cations a base d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis 
dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 
d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 

sous-groupe comprenant la polylysine ou l'oligolysine; 
■ les n groupements B represented chacun independamment les uns des 

autres un radical monovalent de formule suivante : 




dans laquelle : 

- R 4 represente independamment un groupement choisi dans la liste donnSe 
pour R 3 , un alkyle lineaire en CI a C6, un alkyle ramifie en C3 k C8 ou un 
benzyle; 

- R 5 represente independamment un groupement choisi parmi des derives 
d'acides tels que ceux issus (i) d'alkyles satur^s ou insatur£s, lin^aires en 
C2 k C24 ou ramifies en C4 k C24 (ii) d'aryles, d'aralkyles ou 
d'alkylaryles en C7 a C24; 

■ A represente independamment un -CH 2 - (unite aspartique) ou -CH2-CH2- 
(unite glutamique); 

■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et varie de 0,5 k 
100%molaire; 

■ n + m varie de 3 a 1000, de preference entre 30 et 300; 

■ 1 est egale a 1 ("espaceur" ornithine) ou 2 ("espaceur" lysine). 

4. Polyaminoacide selon la revendication 3, caract&ise en ce que R 5 represente 
independamment un acyle d'acide gras naturel, de preference choisi dans le groupe 
comprenant l'acide palmitique, Tacide stearique, l'acide oieique et l'acide linoieique. 
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5. Polyaminoacide selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que "I'espaceur" est 
derive de la L-lysine. 

6. Polyaminoacide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est constitu£ d'un 
5 homopolymfre d'alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-glutamique. 

7. Polyaminoacides selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est constitu£ d'un 
homopolymfre d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

10 8. Polyaminoacide selon la revendication 1, caract6ris6 en ce qu'il est constitue d'un 
copolymere d'alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-aspartique/alpha-L- 
glutamique. 

9. Polyaminoacide selon la revendication 1, caracterise en ce que la distribution des 
15 unites aspartiques et/ou glutamiques porteuses de grefFons hydrophobes est telle que les 

polymeres ainsi constitu^s sont soit ateatoires, soit de type bloc, soit de type multibloc. 

10. Polyaminoacide selon la revendication 1, caracterise en ce que sa masse molaire se 
situe entre 2000 et 100.000 g/mole, et de preference entre 5000 et 40.000 g/mole. 

20 

11. Polyaminoacide selon la revendication 1, caracterise en ce que le taux de greffage 
molaire se situe entre 2 et 50 %, et de preference entre 5 et 20 %. 

12. Composition pharmaceutique, cosmetique, dietetique ou phytosanitaire 
25 comprenant au moins un polyaminoacide selon la revendication 1 . 

13. Composition selon la revendication 12 caract£ris£e en ce qu'elle comprend au 
moins un principe actif. 

30 14. Composition selon la revendication 13, caracteris^e en ce que le principe actif est 
une proline, une glycoprotein, une proline li£e k une ou plusieurs chaines 
polyalkyleneglycol {de preference PolyEthyleneGlycol (PEG) : "proteine-PEGylee"}, un 
polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide. 



35 



15. Composition selon la revendication 13, caract6ris6e en ce que le principe actif est 
une petite molecule organique hydrophobe, hydrophile ou amphiphile. 
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16. Composition selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce quelle peut etre 
administree par voie orale, parenteral, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intra peritoneale, intracerebral ou buccale. 

5 17. Composition selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce qu'elle est sous 
forme d'un gel, d'une emulsion, de micelles, de nanoparticules, de microparticules, d'une 
poudre ou d'un film. 

18. Composition selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce qu'elle est une 
10 suspension colloidale de nanoparticules et/ou de microparticules et/ou de micelles de 

polyaminoacides, dans une phase aqueuse. 

19. Composition selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce qu'elle est sous 
forme de solution dans un solvant biocompatible et en ce qu'elle peut etre injectee en sous- 

1 5 cutane, intramusculaire ou dans une tumeur. 

20. Composition selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce qu'elle est apte a 
former un depot sur le site d'injection. 

20 21. Proc&ie de preparation : 

• de medicaments, en particulier pour administration orale, nasale, vaginale, 
oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 
intraperiton^ale ou intracerebral, les principes actifs de ces medicaments 
pouvant etre, notamment, des proteines, des glycoproteins, des proteines 

25 liees k une ou plusieurs chaines polyalkyleneglycol {par exemple 

^Poly^thyleneGlycol (PEG), on parle alors de proteines "PEGylees"}, des 
peptides, des polysaccharides, des liposaccharides, des oligonucleotides, 
des polynucleotides et des petites molecules organiques hydrophobes, 
hydrophiles ou amphiphiles ; 

30 • et/ou des nutriments; 

• et/ou de produits cosmetiques ou phytosanitaires; 

caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a mettre en oeuvre au moins un 
polyaminoacide selon la revendication 1 et/ou la composition selon la revendication 12 
oul3. 

35 
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